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1 
1 UVOD 
 
Laneno in predvsem sončnično olje sta pogosta v naši prehrani, saj vsebujeta esencialni 
maščobni kislini, linolno in alfa-linolensko. Zaradi njune maščobnokislinske sestave sta 
zelo dovzetna za oksidacijo, saj vsebujeta v glavnem večkrat nenasičene maščobne kisline. 
Naravno vsebujeta antioksidante, ki zavirajo oksidacijo lipidov. Uporaba sintetičnega 
antioksidanta butiliranega hidroksitoluena (BHT) je v Evropi strogo regulirana. Uporablja 
se v kozmetiki in za stabilizacijo rastlinskih izolatov za dodajanje v olja, ne pa direktno v 
oljih. Ker je njegova varnost vprašljiva, se veliko raziskav osredotoča na odkritje novih, 
naravnih antioksidantov. V predhodnih raziskavah so odkrili močen antioksidativen učinek 
nekaterih biogenih aminov, predvsem poliaminov.   
 
V okviru diplomskega dela smo preverjali antioksidativno moč izbranih biogenih aminov 
(spermina, spermidina in tiramina) v primerjavi z naravno prisotnimi antioksidanti (alfa- in 
gama-tokoferoli) in sintetičnim antioksidantom BHT. Antioksidativno moč spermina smo 
primerjali v različnih koncentracijah. Uporabili smo metodo rancimat, ki meri prevodnost 
destilirane vode, v kateri so raztopljeni sekundarni produkti oksidacije. Točko, v kateri 
pride do občutnega povečanja prevodnosti, imenujemo indukcijski čas. Daljši, kot je, bolj 
je vzorec oksidativno stabilen. 
 
Pred pričetkom dela smo si zastavili naslednje hipoteze: 
• vsi dodatki bodo imeli antioksidativen učinek, 
• biogeni amini se bodo izkazali kot boljši antioksidanti od naravnih 
antioksidantov (alfa- in gama-tokoferol) in BHT, 
• antioksidativna moč je koncentracijsko pogojena (večja koncentracija, boljši 
antioksidant), 
• laneno olje bo imelo krajši indukcijski čas kot sončnično olje. 
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2 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 LANENO IN SONČNIČNO OLJE 
 
Lan spada med najbogatejše rastlinske vire ω-3 maščobnih kislin (Gebauer in sod., 2006). 
Njihov vnos s hrano se je v zadnjih 30 letih močno zmanjšal, medtem ko se je vnos ω-6 
maščobnih kislin močno povečal. Posledično se je povečalo razmerje med vnosom ω-6 in 
ω-3 maščobnimi kislinami z 1:1 na 20:1 (Simopoulos, 2016). Laneno olje ima nizko 
vsebnost nasičenih maščobnih kislin (9 %), srednjo vsebnost enkrat nenasičenih maščobnih 
kislin (18 %) in visoko vsebnost večkrat nenasičenih maščobnih kislin (73 %), (Cunnane in 
sod. 1993). Od vseh maščobnih kislin je alfa-linolenska kislina (18:3, n-3) zastopana v 
največji meri (od 39 % do 60 %), sledijo ji oleinska, linolna, palmitinska in stearinska 
kislina. Razmerje med ω-6 in ω-3 maščobnimi kislinami znaša le 0,3:1 (Pellizzon in sod., 
2007), uravnoteženo razmerje med  ω-6 in ω-3 maščobnimi kislinami pa je zelo 
pomembno za zdravje in preprečevanje debelosti (Simopoulos, 2016). Biorazpoložljivost 
alfa-linolenske kisline je odvisna od oblike, ki jo zaužijemo. Najbolj razpoložljiva je v 
oljih, nato v mletih semenih in najmanj v celih semenih (Austria in sod., 2008). Zaradi nje 
ima laneno olje vedno bolj pomembno vlogo v prehrani kot funkcionalen dodatek, saj ima 
ugoden vpliv na zdravje. Zmanjšuje verjetnost kardiovaskularnih bolezni, sladkorne 
bolezni, raka, artitisa, osteoporoze, avtoimunih in nevroloških bolezni (Goyal in sod., 
2014). Čeprav je laneno olje naravno bogato z antioksidanti, kot so tokoferoli in beta-
karoteni, še vseeno hitro oksidira po ekstrakciji zaradi svoje maščobnokislinske sestave 
(Singh in sod., 2011). 
 
Sončnično olje je poleg sojinega, repičnega in bombažnega olja eno izmed najbolj 
uporabljenih olj v prehrani po svetu, saj ima visoko vsebnost enkrat nenasičenih 
maščobnih kislin, hkrati pa predstavlja tudi vir linolne kisline (ω-6). V sončničnem olju so 
naravno prisotni antioksidanti, kot so alfa-tokoferol, vitamini A, D in E, ki povečujejo 
njegovo oksidativno stabilnost (Choi in sod., 2013). Zaradi visoke vsebnosti nenasičenih 
maščobnih kislin je olje bolj dovzetno za oksidacijo. Olje postane žarko, izgubi prehransko 
vrednost in postane nevarno za zdravje (Chen in sod., 2014). 
 
Preglednica 1: Maščobnokislinska sestava 100 g lanenega in sončničnega olja [g] (USDA, 2018a, 2018b) 
Tip olja Nasičene MK Enkrat 
nenasičene 
Večkrat 
nenasičene 
Alfa-
linolenska 
kislina (ω-3) 
Linolna 
kislina (ω-6) 
ω-6:ω-3 
Laneno 9,0 18,4 67,9 53,4 14,2 0,27:1 
Sončnično 10,3 19,5 65,7 0 65,7 Brez ω-3 
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Slika 1: Stukturni formuli linolne in alfa-linolenske kisline (Velíšek, 2014) 
2.2 OKSIDACIJA  
 
Oksidacija spada med najpomembnejše procese v hrani in lahko vodi v željene in neželjene 
produkte. Maščobe so zelo dovzetne za oksidacijo. Produkti lipidne oksidacije so splošno 
prisotni v hrani. Čeprav so koncentracije nizke, znatno znižajo kakovost in varnost. 
Pojavijo se novi, neželeni okusi, okus po žarkem, razlika v barvi, prehranska vrednost se 
zniža (Wasowicz in sod., 2004). Oksidacija lahko poteka neencimsko (avtooksidacija, 
fotooksidacija) in encimsko (lipooksigenaza) (Wasowicz in sod., 2004). 
 
2.2.1 Avtooksidacija 
 
Avtooksidacija je spontana reakcija molekularnega kisika z lipidi, ki vodi do oksidativnega 
stresa. Vsebuje tri korake. 
 
Iniciacija: homolitična cepitev vodikovega atoma od ogljikovega atoma ob dvojni vezi, ki 
vodi v nastanek alkilnega radikala (R•), ki vsebuje prost elektron in je zelo reaktiven. 
 
RH → R• + H• ... (1) 
 
Propagacija: alkilni radikal (R•) se veže s kisikom, nastanek peroksi radikalov (ROO•), ki 
so zmožni reagirati z nenasičenimi maščobnimi kislinami in tvorijo hidroperokside 
(ROOH) ter alkilni radikal (R•). Nastali prosti radikal (R•) zopet reagira s kisikom, kar 
vodi v nastanek peroksi radikala, ta reagira z nenasičeno maščobno kislino (RH), pride do 
verižne reakcije. 
 
R• + O2 ↔ ROO• ... (2) 
ROO• + RH → ROOH + R• ... (3) 
 
Terminacija: nastanek neradikalskih produktov zaradi interakcij med R• in ROO•, verižna 
reakcija se ustavi. 
 
R• + R• → RR ... (4) 
R• + ROO• → ROOR  ... (5) 
ROO• + ROO• → ROOR + O2 ... (6) 
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Primarni produkti avtooksidacije so hidroperoksidi (ROOH), ki so nehlapni, brez vonja in 
okusa ter dokaj nestabilni. Razgradijo se v hlapne aromatske spojine, ki jih zaznamo kot 
neustrezen vonj in služijo kot opozorilo, da živilo ni več užitno (Gordon, 2001). 
 
Faktorji, ki vplivajo na oksidacijo lipidov: 
• proizvodni in skladiščni dejavniki (temperatura, svetloba, dostopnost kisika, 
kovine, encimi) 
• vsebnost nenasičenih maščobnih kislin 
• prisotnost prooksidantov in antioksidantov (Wasowitz in sod., 2004) 
 
2.2.2 Prooksidanti 
 
Prooksidanti so snovi, ki pospešujejo oksidacijo.  
 
Majhna količina kovin (železa, bakra) spodbuja lipidno oksidacijo v prisotnosti 
hidroperoksidov. Nabiti kovinski ioni sodelujejo v redoks reakciji, ki vodi v razpad 
hidroperoksidov (Bondet in sod., 2000). 
 
Me
n+
 + ROOH → RO• + Me
(n+1)
 + OH
–
 ... (7) 
Me
(n+1)
 + ROOH → ROO• + Me
n+
 + H
+
 ... (8) 
 
Nastali alkoksilni in peroksilni radikali spodbudijo verižno reakcijo avtooksidacije. Tudi 
nizka koncentracija askorbinske kisline pospeši razpad hidroperoksidov, saj reducira 
železove ione (Belitz in Grosch, 1999). Kovinski ioni verjetno igrajo ključno vlogo pri 
pričetku avtooksidacije. Izvirajo iz rastlinskih in živalskih tkiv in jih je med proizvodnjo 
hrane težko povsem izločiti.  
 
Vpliv proizvodnih in skladiščnih pogojev ni zanemarljiv, saj je optimalen pH za aktivnost 
železa in bakra 5,5-6. 
 
Če so v živilu prisotni kontaminanti, lahko njihovi radikali pospešijo oksidacijo. 
 
Kot prooksidanti lahko v živilu delujejo tudi različni pigmenti (klorofil, hemoglobin, 
mioglobin, riboflavin) ter sintetična barvila (Frankel, 1998). 
 
2.3 ANTIOKSIDANTI 
 
Antioksidanti so snovi, ki zavirajo oksidacijo. V hrani so lahko naravno prisotni ali dodani. 
Glede na mehanizem, po katerem delujejo, jih lahko razdelimo v dve skupini: primarne in 
sekundarne. 
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Primarni antioksidanti delujejo kot donorji vodika. Na ta način odstranijo prosti radikal in 
ta ne more poškodovati maščobne kisline. 
 
ROO• + AH → ROOH + A• ... (9) 
 
Radikal (A•), ki ostane, ker je antioksidant oddal vodik, je stabilen zaradi delokaliziranega 
elektrona okoli fenolovega obroča. Ne reagira z maščobnimi kislinami, lahko pa se vključi 
v proces terminacije in reagira s prostimi radikali (R• ali ROO•), (Reische in sod., 2002). 
 
ROO• + A• → ROOA ... (10) 
 
Najpomembnejši primarni antioksidanti so: tokoferoli, butilirani hidroksitoluen (BHT), 
butilirani hidroksianizol (BHA) in propil galat (PG). 
 
Sekundarni antioksidanti, za razliko od primarnih, ne ustavijo verižne reakcije radikalov, 
ampak delujejo z drugačnimi mehanizmi, na primer pospešujejo tvorbo kelatov (citronska 
kislina, fosforjeva (V) kislina, EDTA), delujejo kot odjemalci kisika (sulfiti, askorbinska 
kislina, askorbil palmitat), ... (Reische in sod., 2002). 
 
Uporaba antioksidantov kot aditivov ščiti maščobe v živilu pred neželjenimi oksidacijskimi 
spremembami (Wasowicz in sod., 2004). Lahko so sintetični ali naravni. Med sintetične 
spadajo BHT, BHA in terc-butil hidroksikinon (TBHQ). Uporaba sintetičnih 
antioksidantov je dokaj poceni in strogo regulirana zaradi njihovih stranskih učinkov in 
potencialne toksičnosti. Uporaba vseh omenjenih sintetičnih antioksidantov je omejena na 
Japonskem, Kanadi, ZDA in v mnogih evropskih državah (Upadhyay in Mishra, 2015). 
Zaradi tega se je v zadnjih letih povečala potreba po odkrivanju novih naravnih 
antioksidantov. Potenciali viri so začimbe, sadje, zelenjava, semena in čaj, veliko raziskav 
poteka na različnih ekstraktih rastlin, ki so bogati s polifenoli (Wasowicz in sod., 2004). 
Endogeni rastlinski antioksidanti med drugim tudi nudijo zaščito pred oksidativnimi 
poškodbami membranskih funkcij v bioloških sistemih (Wasowicz in sod., 2004). 
 
2.3.1 Tokoferoli 
 
Vitamin E je zelo pomemben v prehrani in ga sintetizirajo le fotosintetski organizmi (Sen 
in sod., 2006). Je topen v lipidih. Bogat vir vitamina E predstavljajo oreščki, semena in 
rastlinska olja (Rizvi in sod., 2014). Vitamin E nastopa v 8 oblikah, razdeljenih v dve 
skupini: tokoferoli in tokotrienoli. Med seboj se razlikujeta po nasičenosti C16 
izopropenoidne verige (Meydani, 1995). 
 
Poznamo štiri vrste tokoferolov: α-, β-, γ- in δ-tokoferol. Dodatek tokoferolov živilom ima 
kot primarni namen podaljšanje obstojnosti (preprečevanje oksidacije), poveča pa se tudi 
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prehranska vrednost živila (vitamin E), (Rudan-Tasič, 2000). Vpliv na stabilnost 
tokoferolov imajo svetloba, temperatura in kisik ter lastnosti živila (vsebnost vode, vodna 
aktivnost, stopnja oksidacije lipidov, pH, prisotnost kovinskih ionov), (Miquel in sod., 
2004). Ob visokih temperaturah se razgradijo vse oblike tokoferolov. 
 
Tokoferoli delujejo antioksidativno, vodikov atom oddajo prostim radikalom, na ta način 
nastane manj reaktivna oblika hidroperoksida in tokoferilni radikal (Gutirea, 2018). 
 
ROO• + TOC → ROOH + TOC• ... (11) 
 
 
Slika 2: Stukturne formule alfa-tokoferola, gama-tokoferola in BHT (Velíšek, 2014) 
 
2.4 BIOGENI AMINI 
 
Biogeni amini imajo v živilstvu največkrat negativen prizvok, saj nastanejo pri mikrobni 
fermentaciji, kjer poteka encimsko katalizirana dekarboksilacija aminokislin in so pogosto 
povezani s kvarom živil. Nekateri biogeni amini pa nastajajo tudi v organizmu in imajo 
različne biološke funkcije. V splošnem jih uvrščamo med dušikove baze z majhno 
molekulsko maso (Silla Santos, 1996). 
 
Biogene amine lahko delimo glede na: 
• število amino skupin: monoamine (tiramin), diamine (histamin, putrescin) in 
poliamine (spermin in spermidin) (Gloria, 2003) 
• kemijsko strukturo: alifatske (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), 
aromatske (tiramin, feniletilamin), heterociklične (histamin, triptamin) (Silla 
Santos, 1996) 
Preglednica 2: Biogeni amini in njihove prekurzorske aminokisline (Velíšek, 2014) 
Biogen amin Prekurzorska aminokislina 
Tiramin Tirozin 
Spermin Arginin 
Spermidin Arginin 
Šarič N. Vpliv izbranih biogenih aminov na oksidacijo rastlinskih olj, določeno z rancimatom.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
7 
Biogeni amini predstavljajo vir dušika, so prekurzorji za sintezo hormonov, nukleinskih 
kislin, beljakovin in alkaloidov. Sodelujejo pri uravnavanju telesne temperature, krvnega 
tlaka in pH želodca (Karovičová in Kohajdová, 2003). 
 
2.4.1 Poliamini 
 
Poliamini so zelo pomembni v celici, saj imajo vpliv na strukturo celičnih makromolekul, 
ekspresijo genov, funkcije proteinov in njihovo sintezo, nukleinsko kislino, uravnavanje 
ionskih kanalčkov in nudijo zaščito pred oksidativnimi poškodbami. Med poliamine 
spadata spermin in spermidin (Pegg, 2014), ki ju najdemo v semenski plazmi v zelo 
majhnih koncentracijah (Rubinstein in Breitbart, 1991), v visokih pa v možganih (Aléssio 
in sod., 2004). Naravno sta prisotna tudi v hrani (Toro-Funes, 2012). Med njunimi 
mnogimi biološkimi funkcijami imata spermin in spermidin tudi vlogo antioksidanta 
(Løvaas, 1997). V raziskavi (Toro-Funes, 2012) so preverili antioksidativno moč obeh v 
različnih koncentracijskih območjih (od 30 do 1250 μg/mL) in tudi v primerjavi z ostalimi 
antioksidanti (oktil-galat, alfa-tokoferol in askorbil-palmitat) v različnih stopnjah 
oksidacije. Spermin in spermidin sta upočasnila reakcijo na vseh stopnjah in se izkazala za 
tako učinkovita, kot je oktil-galat in bolj učinkovita kot alfa-tokoferol in askorbil-palmitat. 
Oba poliamina so tudi izpostavili ekstremnim oksidacijskim pogojem: visoki temperaturi, 
kisiku in dodanemu Fe2+ in ugotovili so, da lahko kelirata kovinske ione. 
 
2.4.2 Tiramin 
 
Tiramin lahko najdemo v mnogih živilih, največ pa v fermentiranih in staranih. Najdemo 
ga v sirih (camembert, cheddar, parmezan, ementaler), prezrelih bananah, avokadih, 
arašidih, suhih in fermentiranih mesnih izdelkih in alkoholnih pijačah (vino, pivo). V 
človeškem telesu dviguje krvni pritisk in pri nekaterih lahko povzroči migreno (Costa in 
Gloria, 2003). Sintetizira se iz tirozina. Je občutljiv na oksidacijo. V telesu je zelo malo 
tiramina (Finberg in Gillman, 2011). 
 
 
Slika 3: Strukturne formule spermina, spermidina in tiramina (Velíšek, 2014) 
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2.5 RANCIMAT 
 
Rancimat je naprava, s katero lahko določimo oksidacijsko stabilnost maščob in olj. 
Oksidacijska stabilnost pomeni odpornost olj in maščob na oksidacijo. Z metodo Rancimat 
pospešimo oksidacijo s segrevanjem vzorca na 100 do 140 °C in z direktnim 
prepihavanjem z zrakom. Sprva iz maščobnih kislin nastanejo primarni produkti 
hidroperoksidi, ko pa maščobne kisline povsem oksidirajo, se tvorijo hlapni sekundarni 
produkti z nizko molsko maso. Mednje spadata tudi mravljična in ocetna kislina. Ti se s 
tokom zraka preko cevke prenesejo v drugo komoro, ki vsebuje destilirano vodo. V vodo je 
potopljen senzor, ki stalno meri prevodnost. Prisotnost hlapnih spojin se pokaže v 
povečanju prevodnosti. Čas, ki preteče do pojava sekundarnih produktov oksidacije, se 
imenuje indukcijski čas ali "Oil Stability Index" (OSI). Ta vrednost pokaže odpornost 
vzorca na oksidacijo. Daljši, kot je čas, bolj je vzorec stabilen (Metrohm, 2012). 
 
  
Slika 4: Sestavni deli rancimata (Kivevele in sod., 2011) 
 
Indukcijski čas, določen s to metodo, je pomemben kakovosten parameter v živilski 
industriji. V kolikor olje vsebuje antioksidante (naravne ali dodane), lahko iz indukcijskega 
časa sklepamo o njihovi učinkovitosti.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Rastlinska olja 
 
• 100 % jedilno hladno stiskano laneno olje, Gea, 250 mL, uporabno do 7. 3. 2018 
• 100 % jedilno rafinirano sončnično olje Cekin, Gea, 1 L, uporabno do 6. 3. 2019 
 
Analize so bile opravljene med 28. 3. in 6. 4. 2018. Lanenemu olju je v času izvajanja 
analiz pretekel minimalni rok trajanja. 
 
 
Slika 5: Uporabljeno laneno (A) in sončnično (B) olje ter njuni deklaraciji (C, D) 
 
3.1.2 Amini in fenoli za pripravo vzorcev 
 
Oksidativno stabilnost smo preverili pri naslednjih aminih in fenolih:  
• Spermin (Sigma-Aldrich) 
• Spermidin (Sigma-Aldrich) 
• Tiramin (Sigma-Aldrich) 
• α-tokoferol (Sigma-Aldrich) 
• γ-tokoferol (Sigma-Aldrich) 
• BHT (Sigma-Aldrich) 
 
3.1.3 Ostale kemikalije 
 
• destilirana voda 
• NaOH (2M) 
• Propan-2-ol 
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3.1.4 Aparature 
 
• Analitska tehtnica (Mettler Toledo) 
• Tehtnica 
• Vrtinčnik (Vibramix) 
• Kuhalnik 
• Rancimat (Metrohm) 
• Računalnik s programom StabNet (Metrohm) 
 
3.1.5 Ostala laboratorijska oprema 
 
• Avtomatske pipete (Eppendorf, do 1 mL, do 5 mL) 
• Nastavki za pipete 
• Centrifugirke z rumenim pokrovčkom (iz polipropilena, 15 mL in 50 mL) 
• Spatula 
• Laboratorijska steklovina  
• Epruvete 
• Merilni valj (50 mL) 
• Alu folija 
 
3.2 METODE 
 
Za namen diplomske naloge smo opravili 6 poskusov. Proučevali smo vpliv dodanega 
biogenega amina (spermina, spermidina in tiramina) v koncentraciji 1 mmol/kg, vpliv 
koncentracije spermina (1 mmol/kg, 0,4 mmol/kg in 0,1 mmol/kg) ter vpliv dodanih 
antioksidantov (BHT, alfa-tokoferol in gama-tokoferol) v koncentraciji 1 mmol/kg. Vsak 
poskus smo izvedli z lanenim in sončničnim oljem. Pri vsakem eksperimentu smo imeli 
tudi kontrolni vzorec. 
 
3.2.1 Priprava vzorcev 
 
V posamezne 50 mL centrifugirke smo na analitski tehtnici natančno zatehtali določeno 
maso biogenih aminov (spermina, spermidina in tiramina) v rangu, ki ustreza koncentraciji 
1 mmol/kg olja za maso olja približno 35 g. Zatehtano vrednost smo si zapisali in 
preračunali količino olja, ki smo jo morali dodati, da je bila koncentracija 1 mmol 
biogenega amina/kg olja. Centrifugirko smo postavili na tehtnico in dodali natančno maso 
olja. Vzorec smo dobro zmešali na vrtničniku in občasno segrevali na vodni kopeli, da so 
se amini v olju raztopili. Vzorce smo označili in obdali z alu folijo, da so v temi počakali 
na analize. 
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Za analize vpliva različnih koncentracij biogenih aminov v olju smo iz izhodnih vzorcev 
spermina pripravili koncentraciji 0,4 mmol/kg in 0,1 mmol/kg. V 10 mL centifugirko smo 
odtehtali 4 g predhodnego pripravljenega vzorca s koncentracijo 1 mmol spermina/kg olja 
in dodali 6 g olja za koncentracijo 0,4 mmol/kg. Za koncentracijo 0,1 mmol spermina/kg 
olja smo odtehtali 1 g predhodnega vzorca s sperminom in 9 g olja. Vzorce smo dobro 
zmešali na vrtinčniku, jih označili in obdali z alu folijo. 
 
Za pripravo vzorcev z antioksidanti (BHT, alfa- in gama-tokoferol) smo postopali podobno 
kot za pripravo vzorcev z biogenimi amini. V tem primeru smo uporabili manjše, 10 mL 
centrifugirke. Koncentracija antioksidantov je bila 1 mmol/kg. Ob pripravi smo vzorec za 
kratek čas segreli v vodni kopeli ter mešali na vrtinčniku, da so se antioksidanti raztopili in 
razporedili po olju. Vzorce, ki smo jih pripravili iz »stock« raztopin, smo označili in takoj 
(v roku nekaj ur) analizirali. 
 
3.2.2 Priprava poskusa 
 
Pred vsako izvedbo poskusa smo pripravili 8 posebnih epruvet (v nadaljevanju reakcijska 
posoda), ki smo jih označili s številkami (1, 2, 3, 4) in črkami (A, B). Vsak test smo 
izvajali v dveh paralelkah. V vsako reakcijsko posodo smo odpipetirali 3 mL vzorca 
(odvisno od poskusa, v preglednicah spodaj) in vedno tudi kontrolo, ki ni vsebovala 
nobenih dodatkov. 
 
Preglednica 3: Priprava reakcijskih posod pri poskusu z različnimi biogenimi amini 
Št. epruvete A B 
1 Spermin 1 mmol/kg  Spermin 1 mmol/kg 
2 Kontrola Kontrola 
3 Spermidin 1 mmol/kg Spermidin 1 mmol/kg 
4 Tiramin 1 mmol/kg Tiramin 1 mmol/kg 
 
Preglednica 4: Priprava reakcijskih posod pri poskusu z različnimi koncentracijami spermina 
Št. epruvete A B 
1 Spermin 1 mmol/kg  Spermin 1 mmol/kg 
2 Kontrola Kontrola 
3 Spermin 0,4 mmol/kg Spermin 0,4 mmol/kg 
4 Spermin 0,1 mmol/kg Spermin 0,1 mmol/kg 
 
Preglednica 5: Priprava reakcijskih posod pri poskusu z različnimi antioksidanti 
Št. epruvete A B 
1 BHT 1 mmol/kg  BHT 1 mmol/kg 
2 Kontrola Kontrola 
3 Alfa-tokoferol 1 mmol/kg Alfa-tokoferol 1 mmol/kg 
4 Gama-tokoferol 1 mmol/kg Gama-tokoferol 1 mmol/kg 
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Vsako reakcijsko posodo smo zaprli s posebnim pokrovčkom, iz katerega je vodila tanka 
steklena cevčica, ki med poskusom služi za dovod zraka. Ta je bila v direktnem stiku z 
vzorcem, tako da je vzorcu ves čas zagotovljen kisik, ki pospešuje oksidacijo. 
 
V 8 posebnih plastičnih posodic (v nadaljnje merilna posoda) smo z merilnim valjem vlili 
50 mL destilirane vode in jih prekrili s posebnimi pokrovčki s senzorjem (v nadaljnje 
merilna celica). Merilna celica je potopljena v destilirano vodo in tekom poskusa meri 
prevodnost.  
 
Na samo napravo smo pritrdili 16 cevčic. Debelejših 8, izdelanih iz silikona, med 
poskusom služi za prenos zraka s hlapnimi spojinami, tanjših 8, izdelanih iz FEP 
(flourirani propilen), pa služi za prepihavanje vzorca z zrakom. 
 
Reakcijske in merilne posode smo pritrdili na napravo in jih povezali s cevčicami. 
 
3.2.3 Zagon poskusa 
 
Ko smo pripravili vse potrebno za poskus, smo na računalniku v programu StabNet 
nastavili reakcijske parametre: temperaturo grelne komore (100 °C), pretok zraka (20 L/h) 
ter čas izvajanja poskusa (pri lanenem olju 24 h, pri sončničnem pa 28 h) in poimenovali 
posamezne vzorce. Vključili smo gretje grelnih komor. Ko so se ogrele na želeno 
temperaturo (100 °C), smo pričeli z meritvami. 
 
 
Slika 6: Rancimat med izvedbo poskusa 
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3.2.4 Konec poskusa in izpis rezultatov 
 
Rancimat avtomatsko ustavi ogrevanje grelne komore po času, ki smo ga določili. Poskus 
smo lahko prekinili, če smo opazili, da je bil v grafu v programu StabNet že izpisan 
indukcijski čas in primerna oblika grafa (prevodnost ne narašča več). Podatke smo shranili 
in jih primerjali med seboj. Sestavne dele rancimata (merilne, reakcijske posode, merilne 
celice in cevčice) smo očistili z 2 M NaOH, propan-2-ol in destilirano vodo ter jih dobro 
osušili, da so bili pripravljeni za naslednji poskus.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 VPLIV DODATKA RAZLIČNIH BIOGENIH AMINOV 
 
Za ta poskus smo uporabili spermin, spermidin in tiramin v koncentraciji 1 mmol 
biogenega amina/kg olja ter kontrolo. Poskus smo izvedli s sončničnim in lanenim oljem. 
Iz spodnjega grafa, ki prikazuje prevodnost v odvisnosti od časa za sončnično olje, je 
razvidno, da imajo biogeni amini antioksidativen učinek. Kot najboljši antioksidant se 
izkaže spermin z indukcijskima časoma 24,18 h in 23,27 h. Sledi mu spermidin z 
indukcijskima časoma 19,12 h in 19,25 h. Tiramin se izkaže kot dokaj šibak antioksidant, 
saj sta njegova indukcijska časa (15,62 h in 15,58 h) dokaj blizu kontroli (14,09 h in 13,92 
h). Tudi v lanenem olju (Priloga A) se je spremin izkazal kot najboljši antioksidant in 
tiramin kot dokaj šibek. V lanenem olju so bili indukcijski časi občutno krajši, saj je to olje 
zaradi svoje maščobnokislinske sestave precej bolj občutljivo na oksidacijo kot sončnično, 
ki vsebuje manj večkrat nenasičenih maščobnih kislin. Laneno olje z dodanim sperminom 
je imel indukcijska časa 10,00 h in 10,67 h, kontrola pa 3,57 h in 4,02 h. 
Slika 7: Graf odvisnosti prevodnosti od časa za različne biogene amine s koncentracijo 1 mmol/kg v 
sončničnem olju 
 
4.2 VPLIV DODANIH RAZLIČNIH KONCENTRACIJ SPERMINA 
 
Ker se je spermin v prejšnjem poskusu izkazal kot najboljši antioksidant, smo preverili 
njegovo učinkovitost pri nižjih koncentracijah. Izbrali smo koncentraciji 0,4 mmol/kg in 
0,1 mmol/kg, kot preostala vzorca pa smo uporabili spermin s koncentracijo 1 mmol/kg in 
kontrolo. Poskus smo zopet izvedli s sončničnim in lanenim oljem. Iz spodnjega grafa je 
razvidno, da spermin že v zelo nizki koncentraciji (0,1 mmol/kg) deluje antioksidativno, 
njegova indukcijska časa sta 14,34 h in 14,24 h, v primerjavi s kontrolnima, ki sta 13,12 h 
in 12,51 h. Tudi 0,4 mmol spermina/kg olja deluje močno antioksidativno (indukcijska 
časa 17,80 h in 16,90 h). Poskus z lanenim oljem (Priloga B) je pokazal podobno. 
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Indukcijska časa kontrole sta 3,99 h in 4,01 h, 0,1 mmol spermina/kg 4,83 h in 4,85 h ter 
0,4 mmol/kg 6,67 h in 6,62 h. Ob primerjavi rezultatov iz prejšnjega poskusa opazimo, da 
0,4 mmol spermina/kg olja učinkuje le malo slabše od 1 mmol spermidina/kg olja ter 0,1 
mmol spermina/kg le nekoliko manj antioksidativno kot 1 mmol tiramin/kg olja. 
 
 
Slika 8: Graf odvisnosti prevodnosti od časa za različne koncentracije spermina v sončničnem olju 
 
4.3 VPLIV DODATKA RAZLIČNIH ANTIOKSIDANTOV 
 
V poskusu smo uporabili znane antioksidante (BHT, alfa-tokoferol, gama-tokoferol) v 
koncentraciji 1 mmol/kg in jih primerjali s kontrolo. Iz grafa spodaj (sončnično olje) je 
razvidno, da vsi antioksidanti zavirajo oksidacijo, vendar v zelo majhni meri. Kot 
najmočnejši antioksidant se izkaže gama-tokoferol, njegova indukcijska časa sta 16,06 h in 
16,19 h. Alfa-tokoferol in BHT imata zelo podoben indukcijski čas, BHT se izkaže kot 
nekoliko močnejši antioksidant (14,20 h in 14,58 h v primerjavi s 13,85 h in 14,00 h). 
Kontrola je imela v tem poskusu indukcijska časa 12,96 h ter 12,67 h. Izvedli smo tudi 
poskus z lanenim oljem (Priloga C), tu je opazno odstopanje od rezultatov, dobljenih pri 
poskusu s sončničnim oljem. Kot najmočnejši antioksidant se v tem primeru izkaže BHT 
(indukcijska časa 4,94 h in 5,05 h), sledi mu gama-tokoferol (4,35 h in 4,48 h). Indukcijska 
časa alfa-tokoferola sta zelo blizu kontrolnemu (4,05 h in 4,14 h v primerjavi z 3,94 h in 
4,01 h). 
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Slika 9: Graf odvisnosti prevodnosti od časa za različne antioksidante v sončničnem olju 
 
4.4 PRIMERJAVA DODATKOV S KONCENTRACIJO 1 MMOL/KG 
4.4.1 Sončnično olje 
 
Na sliki so zbrani povprečni indukcijski časi paralelk A in B vseh dodanih biogenih 
aminov in antioksidantov ter kontrole ter njihov standarni odklon. Slika se nanaša na 
poskus s sončničnim oljem. S slike lahko hitro razberemo, da so biogeni amini pri enaki 
koncentraciji boljši antioksidanti kot fenoli. Kot najboljši antioksidant se izkaže spermin, 
sledi mu spermidin. Tiramin in gama-tokoferol delujeta približno enako antioksidativno. 
BHT in alfa-tokoferol imata še vedno vpliv na počasnejši potek oksidacije olja, vendar je 
njun indukcijski čas precej primerljiv s kontrolo. Pri sperminu in kontroli je opaziti dokaj 
veliko standardno deviacijo. Pri vseh ostalih biogenih aminih povprečen indukcijski čas 
sestoji iz dveh meritev v istem poskusu, pri sperminu iz štirih meritev v dveh ločenih 
poskusih, pri kontroli pa iz šestih meritev v treh ločenih poskusih, kar bi lahko bil razlog za 
odstopanje. 
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Slika 10: Primerjava indukcijskih časov vseh dodatkov in kontrole sončničnega olja 
4.4.2 Laneno olje 
 
Prav tako kot na prejšnji sliki so tu zbrani povprečni indukcijski časi paralelk A in B vseh 
dodanih biogenih aminov in antioksidantov ter kontrole ter njihov standarni odklon. 
Nanaša se na laneno olje. Prav tako, kot pri sončničnem olju, se tudi v lanenem olju 
biogeni amini izkažejo kot precej boljši antioksidanti kot sintetični antioksidant BHT in 
oba tokoferola. Opazno najmočnejši je spermin, sledi mu spermidin in nato tiramin. 
Tiramin se, za razliko od tiramina v sončničnem olju, izkaže kot boljši antioksidant v 
primerjavi z gama-tokoferolom (v sončničnem olju dokaj podoben indukcijski čas). Od 
fenolov je v lanenem olju najbolje učinkoval BHT, sledi mu gama-tokoferol, kontrola in 
alfa-tokoferol pa imata zelo podoben indukcijski čas. Standardne deviacije so pri vseh 
meritvah dokaj majhne, z izjemo spermina in spermidina. Rezultate spermina smo, za 
razliko od ostalih vzorcev (z izjemo kontrolnega), dobili v več poskusih in mogoče je, da 
se je v tem času olje že nekoliko oksidiralo, vzrok za standardni odklon spermidina pa je 
verjetno napaka v meritvi. 
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Slika 11: Primerjava indukcijskih časov vseh dodatkov in kontrole lanenega olja 
 
4.5 PRIMERJAVA RAZLIČNIH KONCENTRACIJ SPERMINA  
 
Stolpičast diagram prikazuje odvisnost povprečnega indukcijskega časa od različne 
koncentracije spermina v obeh vrstah olja. Levi (svetli) stolpec predstavlja laneno, desni pa 
sončnično olje, saj laneno oksidira hitreje, zaradi večje vsebnosti nenasičenih maščobnih 
kislin. Zelo pričakovano je indukcijski čas večji ob večji koncentraciji dodanega biogenega 
amina. Vseeno pa opazimo, da ima spermin tudi v najnižji koncentraciji, ki smo jo 
pripravili (0,1 mmol/kg olja), opazno večji indukcijski čas. 
 
 
Slika 12: Primerjava indukcijskih časov različnih koncentracij spermina v lanenem in sončničnem olju 
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5 SKLEPI 
 
Glede na dobljene rezultate lahko povzamemo, da so pri dodani koncentraciji 1 mmol/kg 
izbrani biogeni amini (spermin, spermidin in tiramin) boljši antioksidanti kot izbrani fenoli 
(alfa-tokoferol, gama-tokoferol, BHT), s čimer smo potrdili zastavljeno hipotezo. Prav tako 
smo pričakovali, da bodo vsi dodatki podaljšali obstojnost olja. V vseh poskusih je imela 
kontrola najkrajši indukcijski čas. Potrdili smo hipotezo, da je laneno olje bolj občutljivo 
na oksidacijo kot sončnično olje, saj vsebuje večji delež večkrat nenasičenih maščobnih 
kislin, predvsem alfa-linolenske, in ni rafinirano, njegov indukcijski čas je znatno krajši. 
Kot najboljši antioksidant se je izkazal spermin, zato smo ga testirali v različnih 
koncentracijah in prišli do ugotovitve, da tudi v zelo majhni koncentraciji (0,1 mmol/kg 
olja) še vedno deluje antioksidativno. Te ugotovitve bi lahko imele velik pomen v živilski 
industriji, saj bi se lahko oljem, še posebej zelo dovzetnim za oksidacijo, z dodatkom že 
majhne količine spermina, znatno izboljšala stabilnost. 
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6 POVZETEK 
 
Rastlinska olja so v večini zelo podvržena oksidaciji, saj vsebujejo velik delež nenasičenih 
maščobnih kislin. Oksidacijo pospešujejo visoka temperatura, kisik, nečistoče, prisotnost 
kovin ter encimov, preprečujejo pa jo antioksidanti. Antioksidanti so lahko naravni ali 
umetni, lahko so že naravno prisotni v živilu. V oljih pogosto najdemo naravno prisotna 
alfa- in gama-tokoferol, pogost antioksidant, uporabljen v živilski industriji, pa je butilirani 
hidroksitoluen (BHT), ki je zaradi svoje toksičnosti strogo reguliran. Zato se iščejo naravne 
spojine z antioksidativnim učinkom. Pogosto so vir začimbe, semena, čaj, zelenjava. 
Polifenoli pogosto delujejo antioksidativno. Antioksidativen učinek so v nekaterih 
raziskavah potrdili tudi za poliamine. V oljih ga lahko preverjamo z metodo Rancimat, ki 
meri prevodnost v raztopini, v kateri se raztapljajo sekundarni produkti oksidacije olj. Kot 
rezultat nam program izpiše indukcijski čas, v katerem pride do skokovitega povečanja 
prevodnosti. 
 
V raziskavi smo preverjali antioksidativen učinek izbranih biogenih aminov (spermina, 
spermidina in tiramina) in prišli do ugotovitev, da sta poliamina spermin in spermidin 
opazno boljša antioksidanta kot tiramin in polifenoli (alfa-tokoferol, gama-tokoferol in 
BHT). Kot najboljši antioksidant se je izkazal spermin, zato smo ga testirali v različnih 
koncentracijah in ugotovili, da že v minimalni analizirani koncentraciji 0,1 mmol/kg olja 
deluje podobno antioksidativno kot polifenoli v koncentraciji 1 mmol/kg. Tiramin je imel 
podoben vpliv na indukcijski čas kot polifenoli. Med polifenoli pa sta se gama-tokoferol (v 
lanenem olju) in BHT (v sončničnem olju) izkazala bolje kot alfa-tokoferol. Vsi dodatki 
oljem so delovali antioksidativno, saj so imeli daljši indukcijski čas kot kontrola. V 
poskusu smo tudi dokazali, da je sončnično olje precej bolj stabilno kot laneno (približno 
trikrat večji indukcijski čas). 
 
Ugotovitve bi se lahko aplicirale v praktične namene, saj smo dokazali, da so biogeni 
amini precej boljši antioksidanti kot sintetični BHT, ki se pogosto uporablja v živilski 
industriji. Že 10-krat manjša koncentracija spermina bi podaljšala trajnost rastlinskim 
oljem v enaki meri kot BHT.  
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PRILOGE 
 
Priloga A: Graf prevodnosti v odvisnosti od časa za različne biogene amine v 
koncentraciji 1 mmol/kg v lanenem olju 
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Priloga B: Graf prevodnosti v odvisnosti od časa za različne koncentracije spermina v 
lanenem olju 
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Priloga C: Graf prevodnosti v odvisnosti od časa za različne antioksidante v 
koncentraciji 1 mmol/kg za laneno olje 
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